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Verfahren zum Abbau von Lignin und/oder chlorierte organische 
Verbindungen enthaltenden Abwassern durch WeiBTaulepilze 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zurr. Abbau 
von Lignin und/oder chlorierte organische Verbindungen enthaltenden 
ADwassem, insbesondere Bleichereiabwassern von Zellstoffabriken, 
durch WeiBFaulepilze. 

Im Rahmen der wasserwi rtschaf 1 1 ichen Gesetzgebung werden in verschie- 
denen Landem Europas den Zellstoffabriken Minde 3tanforderungen 
hlnsichtlich der maBgebendsten KenngroBe des FrachtenabstoBes , 
derri chemischen Sauerstoffbedarf (CSB-Wert ) ,gestellt. Die Einhaltung 
dieses Wertes erfordert vielfach die Inbetriebnahme biologischer 
Reinigungsanlagen. Als besonders problematisch erweisen sich in 
derartigen Anlagen die aus der Bleiche starrcnenden FrachtenabstoBe . 
Sie en thai ten zum Teil hochmolekulare chromophore Ligninverbindungen, 
die dern Abbau durch Bakterien weitgehend widerstehen und zu einer 
dunkelbraunen Farbung des Abwassers flahren, Im Falle der Chlorbleiche 
entstehen auBerdem chlorierte organische Verbindungen mit teilweise 
hohem Toxizitatsgrad. Der Gehalt der Abwasser an organisch gebundenem 
Chlor (AOX-Wert) wird in naherer Zukunft ebenfalls einer gesetzlichen 
Regelung unterliegen; auch die Farbe des Abwassers soli Bestandteil 
der Mlndesranforderungen werden, 

Zinen eventuellen Ausweg aus der Probiematik der chlorierten organischen 
Verbindungen stellt die Bleiche mit Sauerstoff, Wasserstoffper- 
oxic bzw. Ozon dar. In der einschlagigen Literatur wird jedoch 

die lleinung vertreten, daB die Versuche mit Sauerstoff in der Bleiche 
von SulfitzellstofTen keinen qualitativ ausreichenden Papierzellstoff 

ergeben . 

Es muB daher nach neuen Verfahren gesucht werden, die neben der 
Senkung des CSB-Wertes zu einer Dechlorierung und Spaltung 
der chromophoren Verbindungen fllhren, wenn weiterhin ein Einsatz 
von Cnlor in der Bleiche ermoglicht werden soil. 

Sowohl in aeroben als auch in enaeroben Reinigungsanlagen wire 
cer Abbau cer organischen Substanzen hauptsachlich durch Bakterien 
bewirkt. Diese sine jedoch, wie Laborversuche unc die Irfahrungen 
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aus der Praxis zeigen, nicht in der Lage, Ligninnolekule rnit honeren 
r-folekulargewicht abzubauen. Als Grund dafur werden sterische Behin- 
cierungen angegeben. Auf Grund von aeroben Laborversuchen wurden 
als obere Grenze der Abbaubarkeit . 850 Dal ton angegeben, wahrend 
in anaeroben Reaktoren auch ein Abbau einer Abwasserf rakt i on zwischen 
1000 und 10 000 Dal ton stattfand. Ein betrachtlicher Anteil des 
chromophoren I-iaterials sowie des CSB war jedoch in der Fraktion 
ndt einem ifolelo&argewicht grbBer als 100 000 enthalten. 

Die in der Praxis in Belebungsanlagen zu beobachtende Farbreduktion 
1st im v/esentlichen auf Absorption an Mikroorganisnen irn Belebtschlarrm 
zuruckzuriihren . 

Der HauptanteiTJ der chlorierren organischen Verbindungen aus der 
alkalischen Extraktionsstufe der Bleiche sind Cnlorlignine sovvie 
niedermolekulare cnlorierte Phenole„ z*B. Trichlorphenol f Chlorguai- 
acol, Chlorvanillin, Carboxy-o-chinon , Muconolacton . FUr einige 
\vurde. toxische, muragene und/pder karzinogene Wirkung nachgewiesen. 

Die bei Belebungsverfahren erreichte Entfernung von AOX aus 

dem Abwasser ist entsprechend der Farbreduktion hauptsachlich auT 
eine Inkorporaticn in den Belebtschlanrn zur^ckzufuhren „ 

Zur Zhtfemung von biologisch nicrrc reduzierbaren CSB und AOX v;erden 
auch physikalisch-chenasche Abwasserreinigungsverfabren wie Falling, 
Adsorption und ^traf titration, vorgeschlagen. Dadurch wird das 
Problem aber nicht beseitigt, sondem nur auf eine andere Fbene 
verlagert. 

Im Idealfal le soil ten die nakronolekularen chrornophorea Cnlorlignine 
durch I likroorganisrnen abgebaut werden. Dazu sind folgende drei 
prinzipielle enzyrr»atiscne Abbanschrirte nacwendig: 

- Depolymerisation 

- Ringsoaltung 

- Dechlcrierung 

uie oereits erasrnt , sin_ Bal-rcarier, zur Depolyrnerisazion r.ur ur^u- 
reichend irn Stance, socaB eine v.eirere Ringspaltung unc DechiGrierunr 
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in* aerobe- Milieu erst im Tricarbons&arezfrzLuz nach erfolgzer 
Rinsspaltung curchgefuhrt. 

Die Konplexitat dieser enzymatischen Reaktionen schlieBt den Einsatz 
isolierter Enzyme weitgehend aus und erfordert vielrnehr das Vbrhanden- 
sein lebendei^ Organismen. 

Das vollstandigste Enzynsystem zuitj Abbau polymeren Lignins Isz 
bed WeiBfsulepilzen zu finden. Ifoter ihnen ist Phanerochaete chryso - 
sooriui.; auf Grund seiner Eigenschaften von grofttem Interesse ftir 
eine biotechnologische IJutzung. 

Die Cftarakteristika von Phanerochaete chrysosporiin sind wie folgt: 

Wachstum: -Optimal tenperatur: 38° - 40°C (reduzierte Gefehr der 

Fremdinfektion; rasches Wachstum) 
- intensive asexuelle Sporenbildung (einfache Beirnpfung 

des Realctors) 

Ligninabbau: - Ligninabbau im Sekundarme tabo 1 i smus (bei K- oder 
C-Defizienz). 

- Lignin als alleinige C-Quelle nicht verwertbar 

- cesser Abbau bei pH 4,5-5,0 

- hone M Ligninase"- J Aktivitar 

- wsnige phenoloxidierende Enzyme (keine Kondensations- 
reaktionen des Lignins 

Ligninasesysterri wirkt unspezifisch auf verschiedene 
Lignine (auch Chlorlignine) 

oxidativer Abbau (starke Beluftung bzw. 0 2 Zufuhr 
notwendig) 

- enpfindlich auf intensive Bewegung Iti Flussignediixu 

Basierend auf diesen Eigenschaften vAjrde vcn Chang, Joyce unc Kirk 
ein Verfahren zum Abbau von organischen Chlorverbindungen in Abwasserr. 
entwickelt, cas in der US-A-4 554 075 naher beschrieoen wird. Dieses 
Verfanrer, v/ird technisch in eine;.. "ROwatinr Biological Contactor" 
(RET! durchrerJhrt. In diese::. "Fixed Film H -Reakrcr isz die Biooass-r 
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auf rotierencen Plexiglssscheiber, fixiert, die zu erwa ACF/c in das 
ndt irahrlosun£ _ versehene Abwasser tauchen. Durcn langssnes. Drenen 
der Scheiben wird ein enger Kontakt des Pilzes mit dem Medium und 
der Gasphase bei der erforderlichen geringen 3ewegung gewahrleistet. 
Der Reaktor enthalt beispielsweise 2,5 1 Medium und ist in 4 Xammern, 
die miteinander in Verbindung stehen, geteilt. In jeder Karrmer 
befinden sich 2 Scheiben. Der Reaktor ist durch einen Deckel ver- 
schlossen. Die Konzentration des Stickstoffes ist so gewahlt, dafi 
er nach einer viertagigen Anwachsphase verbraucht ist und das 
IlJDel in die sekundare, ligninolytische Phase ubergeht. Als OQuelle 
kdhnen Zucker Oder auf den Scheiben befestigte Zellstoffblatter 
dienen. IJach vier Tagen wird das iTahimedium gegen ein Il-armes Medium 
ausgetauscht und lignin zugegeben. Eine Zugabe von Veratrylalkohol 
und Tween SO erweist sich als vorteilhaft. Vara Zeitpunkt der 
Ligrrinzugabe an wird mit 0^ beliiftet (6 1 pro h). Die Messung der 
Farbe erfoigt jeweils nach 24 Stunden bei 465: Mi. 

Als vorceilhaft erweist sich in diesem bekannten Verfahren die 
leichte Entfernbarkeit des verbrauchten M/cels von den Scheiben. 
liachteilig ist hingegen, daB das i-ycel in einer cicken Schicht 
vorliegt und das l-Iycel nur zu 4Cf,C in standigerr. Kontakt mit der 
abzubauenden Subsranz stent, Als erhelDliche Einschrankung dieses 
bekannten Verfahrens ist das schlechte Oberfl^herVVclumsverhaltnis 
zu werten; auBerdem ist eine starke Bewegung wegen der Scheri<rafte 
nicht radglich. 

Ein ahnliches Verfahren ztm Abbau von in der Ubwelt persistenren 
organischen Verbindungen , insbesondere halogeniercen Kohlenwasserstoffen 
unter Einsatz von Phanerochaete chrysosporiu-n wird in der EP-A1- 0 
192 237 beschrieben. Spezielle Angaben bezuglich der Kultivation 
des Pilzes und dessen Anv/endun^ finden sich nur iin Zusa-nnenhan^ 
mit Laborversuchen. 

Es VAjrce nun gef under; , da£ die Abbauleistur^ vcn V.eiEfaulepilzen 
erneblich cadurcn verbessert warden ksnr M oaT.- die Kultivation der 
pilze in einem poroses Tragerma^erial erxolgt irx dieses a^schlieTienii 
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mit tier abzubauenden Subs tans in Kontakt gebracht wird. 

Gegenstand der vorliegenden Rrfindung ist sani'c eln Verfahren der 
eingangs genannten Arc, das sich dadurch auszeichnet, daB WeiflfSule- 
pilze, bevorzugt Phanerochaete chrysosporium, in einem porbsen 
Tragermaterial, vorzugsweise Schaumstoffwurfeln, vorkultiviert 
werden und anschlieBend das die kultivierten Pilze enthaltende 
Trageruiaterial mit den abzubauenden Substanzen in Kontakt gebracht 
wire. 

Das erf incungsgemaBe Verfahren we ist somit die folgenden Schritte 
auf : 

lj Kultivaticn des Pilzes im porbsen Tragermaterial: Das porbse 
Tragermaterial, vorzugsweise Schaumstof fwlirf el , wird mit einer 
Ifahrlds^jng, welche ein Inokulur; des Pilzes enthalt (Sporen 
Oder HyphenstUcke), getrankt. Die Tiahrstoffzusanmensetzung 
wird so gewahlt, da£ der Pilz nach einer kurzen Wachstumsphase 
diese weitgehend einstellt und in die sekundare, ligninabbauende 
Phase iibergeht. Bis zu dieses Zeitpunkt (etwa * Tage) wire 
das porbse Tragermaterial vom Pilzmycel intensiv durchwachsen. 
Das Anwachsen des Pilzes erfolg" vorzugsweise unter sterilen 
Bedingungen. Das .Tdt Pilzmycel durchwachsene porbse Tragermaterial 
kann dann in den jeweiligen Reaktor ubertragen warden, in derr. 
der Abbau der schadlichen Substanzen erfolgt. 

2 # ) Abbau der Ligninverbindungen bzw. organischen Chlorverbindungen: 
Als Realtor kann jedes Systen dienen, welches eine Trankung 
der SchaumstoffWurfel mit der abzubauenden Substanz bei gleichzei- 
tiger ausreichender Sauerstoffversorgung gewahrleistet. Dies 
kbnnen z.S. Reaktorsysteme sein, bei denen die Schaumstoffwurfel 
umgewalzt werden und immer wiecer kurzfristig in die Lbsunr 
mi- der abzubauenden Substanz tauchen, ocer Tropfkbrpersysteme , 
bei denen die Schsurnstof fwlirf e 1 ruhen unc ein DurchflieBer. 
tier abzubauender. Substanz stattfindet. Prinzipiell konrrer. auch 
Subrrers gefuhrre Systems, bei cener, die Schau^stcfiVurfel stsndir 
un-er^etaucht sine, in 5e - crach~. 
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I:.* erfinoungsgemailen Verfanrer: curcnspinr.r das I-r/cel die Poren 
der SchaimstoffWurfel, ist darauf fixierz und kann bei entsprechender 
Kultivation auch zur Pelletbildung in den Poren gebracht werden. 
Dadurch liegt der Pilz nicht als eine dicke, verschleimte Itycelschicht 
vor, sondern als freie Hyphen oder Pellets, die insgesamt eine 
wesentlich grbBere "Pilzoberflache 11 bieten, welche mit der abzubauenden 
Substanz in Kontakt tritt. Daraus ergibt sich ein stark verbessertes 
Vernaltnis zwischen Pilzoberflache und Volunen der abzubauenden, 
sich in Lbsung befinclichen Substanz. V/eiterhin ist das Mycel in 
den Poren gpt gegen Scherkrafte geschlitzt, sodaB eine starke Bewegung 
der Schaunistoffwurfel, wie z.B« in Schiirtelkulturen, dine negative 
Auswirkung auf die Abbauleistung des Pilzes bleibt. Darubertiinaus 
wird die abzubauende Lbsung in den Poren in kleine Portionen aufgeteilt, 
wobei dennocn ein freies Volunen erhalten bleibt, das von Luft 
(oder reinem SauerstofT) erilillt ist. In Verbindung mit dieser 
Porticnierung der Lbsung wird ein gutes Eindiffundieren des Luftsauer^- 
stoffes (oder reinen Sauerstoffes) embglicht. Da der Abbau von 
Lignin ein oxidativer Vorgang ist, ist eine ansreichende Sauerstoff- 
zufuhr zur Hyphe ein fur die Abbauleistung limitierender Faktor. 
Diese Forderung wird inj Schaunistoff system in idealer Y/eise erfullt. 

Xt, erfinatngsgemaBen Verfahren v/lrd v/eiterhin curch das SchaumSwOff- 
system eine standige Benetzung des Kycels gewahrleistet. Die Bellif- 
tung und der Abbau kohnen son-it gleichzeitig stattfinden. 

Soweit bisher aus der Literatur bekannt ist, .wird das ligninolytische 
Enzymsysteni von V/eiBfaulepilzen nur in der sekundaren Wachstumsphase, 
in der kein nennenswerter Mycelzuwachs mehr erfolgt, gebildet. 
Ein Zuwachsen der Poren ist, da das erfindungsgemaBe Verfahren 
hauptsachlich in der sekundaren V/achstuiisphase gefuhrt v,ird, nicht 
rnbglich. Sonit ist das erfindungsgemaB vorgesehene Schaumstof fsystem 
gerade fur den Einsatz zun angefuhrten Zweck ideal geeignet. 

Das erfindungsgenaBe Verfahren erpab in Labor bei Durxxniunrunr; 
von Schii zte 1 ve rsucoen mit derr, ?iiz Pnanerochae ~ e chrysosporiur. 
unc Zinsazz von aus der Bleiche einer Sulfirzells-ofTabrik staTrence:: 
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.Abwasser eine Steigerunr der Abbauleistung (ausgedruck- als Farbauf- 
hellung) von etwa 40 - 50k pro 24 Stunden im Scheioenreakzor nacn 
der US-A-4 554 075 auf etwa 3C££ pro 24 Stunden im SchaumsTOffsyste:.. 
Uberdies wurde im Schaumstoff system eine weitaus honere Konstanz 
der Werte erzielt. Versuche ohne zusatzliche Sauerstoffzufuhr ergaben 
nur etwas niedrigere Werte, was den guten SauerstoffUbergang im 
Schaumstoff system bev/eist. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren isz fUr alle Aktiviraten anv/endbar, 
die von WeiBfaulepilzen entwickelt werden, insbesondere Klarung 
von ligninhaltigen Abwassero und ihre Dechloriervmg, Dechlorierung 
anderer organischer Verbindungen , Produktion von Enzymen des Ligninab- 
baues und dergleichen. 

Die Im erfindungsgemaBen Verfahren bevorzugt zunr Einsatz gelangenden 
Scliaumstoffwurfel konnen aus beliebigen, unter den Einsatzbecingungen 
chemisch inert en, physikalisch bestandigen und mbglichst abriebarmen 
Schaumstoffen bestehen. 
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PATEwTANSPRuCHE : 

1. Verfahren zum Abbau von Lignin und/oder chlorierte organische Ver- 
blndungen enthaltenden Abwassern, insbesondere Bleichereiabwassern 
voh Zellstoffabriken, durch WeiBfaulepilze, dadurch gekennzeichnet, 
daB WeiBfaulepilze, bevorzugt Phanerochaete chrysosporium , in 
einem porbsen Tragermaterial , vorzugsweise Schaumstof fWlirf eln , 
vorkultiviert werden und anschlieBend das die kultivierten Pilze 
enthaltende Tragermaterial mit den abzubauenden Substanzen in 
Kontakt gebracht wird. 

2» Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zur Kultiva- 
tion des Pilzes das porose Tragermaterial mit einer ein Inokulum 
des Pilzes enthaltenden Nahrlosung getrahkt wirc. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
das mit Pilzmycel durchwachsene porose Tragermaterial in einem 
Reaktor unter gleichzei tiger SauerstoffVersorgung mit den abzubauen- 
den Substanzen in Kontakt gebracht wire. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet; , 
daB die mit Pilzmycel durchwachsenen Schaumstof fwiirf el in einem 
Umwalzreaktor wiederholt in eine die abzubauenden Substanzen 
enthaltende Losung getaucht werden. 

5. Verfahren nach einera der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die mit Pilzmycel durchwachsenen SchaumstoffwUrfel in einem 
Tropfkorpersystem yon einer die abzubauenden Substanzen enthaltenden 
Lbsung durchstrortt werden. 



ERSATZBLATT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No P CT/AT 88/00020 

t. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER (If several classification symbols apply, Indicate all) \ 
According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 

Int. CI. 4 C 02 F 3/34; 3/10; 3/12; 3/04 

II. FIELDS SEARCHED . 



Minimum Documentation Searched 7 



Classification System 


Classification Symbols 


Int. CI. 4 


C 02 F 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched • 



III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 9 



Category * 



Citation of Document, « with Indication, where appropriate, of the relevant passages » 



Tappi, vol. 65, No. 6, 1982 D.C. Eaton et al.: 
"Method obtains fungal reduction of the color of 
extraction-stage kraf t bleach effluents" , pages 
89-92, see page 89 , left hand column - middle column; 
paragraph 2; page 91, paragraph "Bench-scale reactor"; 
paragraph 1 

EP f A, 0091121 (LINDE) 12 October 1983, see page l f 
line 15 - page 2, line 19; page 3, lines 3-9 . 

EP, A, 0100007 (LINDE) 8 February 1984, see front 
page; abstract; fig. 

EP, A, 0075298 (LINDE) 30 March 1983, see page 7, 
line 15 - page 8, line 20 

US, A, 3293174 (ICI) 20 December 1966, see column 4, 
claims 1-8; column 1, line 71 - column 2, line 6 



Relevant to Claim No. " 



1-5 



1-5 

3,4 
3,4 



* Special categories of cited documents: « 
"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

n E n earlier document but published on or after the International 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the International filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step 

"Y" document of particular relevance;' the claimed invention 
cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&** document member of the same patent family 



IV. CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search 

5 July 1988 (05.07.88) 



International Searching Authority 

EUROPEAN PATENT OFFICE 



Date of Mailing of this International Search Report 

19 July 1988 (19.07.88) 



Signature of Authorized Officer 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. AT 8800020 

SA 21729 

This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 11/07/88 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
* date 


Patent family 
mcmber(s) 


Publication 
date 


EP-A- 0091121 


12-10-83 


DE-A- 
US-A- 
US-A- 
CA-A- 


3213074 
4469600 
4470906 
1202128 


20-10-83 
04-09-84 
11-09-84 
18-03-86 


EP-A- 0100007 


08-02-84 


DE-A- 
US-A- 


3228365 
4521311 


02-02-84 
04-06-85 


EP-A- 0075298 


30-03-83 


DE-A- 
JP-A- 
US-A- 


3137055 
58067395 
4566971 


24-03-83 
21-04-83 
28-01-86 


US-A- 3293174 




Kelrte 








w For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzeichen PCT /AT 88/00020 

I. KLASSIFI KATIQM PES ANMELDUNGSGEGEMSTANDS (bet mehreren Kiassifikationsiymboten sind alle anzugetoenl 6 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC 

M o< C 02 F 3/34; 3/10; 3/12; 3/04 



II. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE 



Recherchierter Mindestpnifstoff 7 



Klassifikattonssystem 


Klassifikationssymbole 


Int. CI.4 


C 02 F 



Recherchierte nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese 
unter die recherchierten Sachgebiete fallen 8 



III. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN 9 



Art* 


Kennzelchnung der Ver6ffentllchurvg 11 ,sowelt erforderlich unter Angabe der maSgeblichen Teile 1 ^ 


Betr. Anspruch Nr. 13 


Y 


Tappi, Band 65, Nr. 6, 1982 

D.C. Eaton et al.s "Method obtains 
fungal reduction of the color of 
extraction-stage kraft bleach effluents", 
Seiten 89-92, siehe Seite 89, linke 
Spalte - raittlere Spalte; Absatz 2; 
Seite 91, Absatz "Bench-scale reactor"; 
Absatz 1 


1-5 


. Y 


EP, 


A, 0091121 (LINDE) 12. Oktober 1983, 

siehe Seite 1, Zeile 15 - Seite 2, Zeile 19; 

Seite 3, Zeilen 3-9 


1-5 


A 


EP, 


A, 0100007 (LINDE) 8. Februar 1984, 
siehe Titelseite; Zusammenf assung; Figur 


3,4 


A 


EP, 


A, 0075298 (LINDE) 30. Marz 1983, 

siehe Seite 7, Zeile 15 - Seite 8, Zeile 20 


3,4 

./. 



' Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 
'A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik 
definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen i$t 

'£" alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem interna* 
tionalen Anmeldedatum veroffentiicht worden ist 

V Verdffentlichung, die geeignet 1st, einen Prioritatsanspruch 
zweifelhaft erschelnen zu lessen, oder durch die das Verdf- 
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge- 
namten Vterdffentlichung betegt wend en soD oder die aus einem 
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefuhrt) 

0" Verdffentlichung, die slch auf eine mCndliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder and ere MaBnahmen 
bezieht 

"P" Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda- 
tum, aber nach dem beanspruchten Priority tsdatum veroffent- 
iicht worden ist 



T Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen An- 
meldedatum oder dem Prioritatsdatum veroffentiicht worden 
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum 
Verstandnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theoria angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als neu Oder auf erf inderischer Tatig- 
keit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmch- 
te Erfindung kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit be* 
ruhend betrachtet werden, wenrt die Verdffentlichung mit 
einer Oder mehreren anderen Veroffentlichungen dteser Kate- 
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patemfamilieist 



IV. BESCHEINIGUNG 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

5. Juli 1988 



Internationale Recherchenbehorde 

Europabches Patentamt 




Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

19 JUL 1988 

fdes bevollrr & 



PUTTEN 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blstt 2) (Janu.r 1985) 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT 88/00020 -2 



Ul.glNSCHLAGIGE VfcROFFENTLICHUNGEN (Fometzung von Blatt 2) 



Art* Kennzefchnung der Veroffentlfchung. aoweit erforderUch unter Angabe der maBgeblichen Teile Betr. Anspruch Nr. 



US, A, 3293174 (ICI) 20. Dezember 1966, 

siehe Spalte 4, Anspriiche 1-8? Spalte 1, 
Zeile 71 - Spalte 2, Zeile 6 



Formblatt PCT/ISA/210 (Zuiatzbogan) (Januar 1985) 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. 



AT 8800020 
SA 21729 



In diesem Anhang sind die Mitglieder dcr Patentf ami lien der im obengenannten internationalen Recherchenbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 

Die Angaben fiber die Famfflenmitglieder entsprechen dem Stand der Data des Europaischen Patentamts am 11/07/88 
Diese Angaben diencn nur zur Unterrichtung trad erfolgen ohne Gewahr. 



Im Recherchcnbericht 
angefuhrtes Patent dokument 



Datum der 
VerofTentlichung 



Mitglied(er) dcr 
Patentfamilie 



Datum der 
VerofTentli chung 



EP-A- 


0091121 


12-10-83 


DE-A- 
US-A- 
US-A- 
CA-A- 


3213074 
4469600 
4470906 
1202128 


20-10-83 
04-09-84 
11-09-84 
18-03-86 


EP-A- 


0100007 


08-02-84 


DE-A- 


3228365 


02-02-84 




US-A- 


4521311 


04-06-85 


EP-A- 


0075298 


30-03-83 


DE-A- 


3137055 


24-03-83 






JP-A- 


58067395 


21-04-83 








US-A- 


4566971 


28-01-86 


US-A- 


3293174 




Keine 







Fur nahere Einzelbciten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr.12/82 



PTO 04-5307 



CY=WO DATE=1 9881020 KIND=A1 
PN=88-07976 



PROCESS FOR DECOMPOSING WASTE WATER CONTAINING LIGNIN AND/ OR 
CHLORINATED ORGANIC COMPOUNDS USING WHITE ROT FUNGI 
[Verfahren zum Abbau von Lignin und/oder chlorierte organische 
Verbindungen enthaltenden Abwasseern durch Weissf aulepilze] 



K. Messner, et al . 



UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 
Washington, D.C. September 2004 



Translated by: FLS , Inc. 



PUBLICATION COUNTRY 
DOCUMENT NUMBER 
DOCUMENT KIND 

PUBLICATION DATE 
PUBLICATION DATE 
APPLICATION NUMBER 
APPLICATION DATE 
ADDITION TO 

INTERNATIONAL CLASSIFICATION 

DOMESTIC CLASSIFICATION 

PRIORITY COUNTRY 

PRIORITY NUMBER 

PRIORITY DATE 

INVENTOR 

APPLICANT 
TITLE 



(10) 
(11) 

(12) 
(13) 

(43) 

(45) 

(21) 

(22) 

(61) 

(51) 

(52) 

(33) 

(31) 

(32) 

(72) 

(71) : 
(54) : 



WO 

88/07976 
Al 

Application 
19881020 



PCT/AT8800020 



FOREIGN TITLE 



[54A] 



19880408 



C02F 3/34 
AT 

A905/87 
19870410 

Messner, K. ; Ertler, G.; Jaklin- 
Farcher, S. 

VARIABLE 

PROCESS FOR DECOMPOSING WASTE 
WATER CONTAINING LIGNIN AND/OR 
CHLORINATED ORGANIC COMPOUNDS 
USING WHITE ROT FUNGI 

Verfahren zurti Abbau von Lignin 
und/oder chlorierte organische 
Verbindungen enthaltenden 
Abwasseern durch Weissf aulepilze 



1 



The present invention relates to a method for decomposing waste /l* 
water containing lignin and/or chlorinated organic compounds, in 
particular bleach waste water from wood pulp works, using white rot 
fungi . 

Waste management laws in several European countries provide 
minimum requirements for wood pulp works with regard to the most 
critical effluent parameter, the chemical oxygen demand (COD) . 
Maintaining this value frequently requires the use of biological 
purification facilities. Particularly problematic is bleach effluent 
from such facilities. It contains, in part, high-molecular 
chromophoric lignin compounds, which are highly resistant to 
decomposition by bacteria and which turn the waste water dark brown. 
In the case of chlorine bleaches, chlorinated organic compounds are 
also produced, some of which are highly toxic. The amount of 
organically bound chlorine (AOX value) in waste water will also be 
regulated by law in the near future. The color of the waste water 
should also be a part of the minimum requirements. 

One possible way out of the problem of chlorinated organic 
compounds is the use of bleaches with oxygen, hydrogen peroxide, and 
ozone. It has been stated in the pertinent literature, however, that 
experiments with oxygen in the bleach of sulfite pulps does not 
provide paper pulp of satisfactory quality. 

Numbers in the margin indicate pagination in the foreign text. 
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Consequently, new methods must be sought that, in addition to 
reducing the COD value, result in dechlorination and breakdown of 
chromophoric compounds, if chlorine continues to be used in the 
bleach. 

Organic substances are broken down primarily by bacteria at both 
aerobic and anaerobic purification plants. However, as demonstrated 
in laboratory studies and practical experience, bacteria are /2 
incapable of breaking down lignin molecules of high molecular weight. 
Steric hindrance is considered to be the cause. Based on aerobic lab 
studies, the upper limit of degradability is indicated at 850 daltons, 
while in anaerobic reactors a waste water fraction between 1,000 and 
10,000 daltons was also broken down. However, a significant portion of 
the chromophoric material and of the COD was contained in the fraction 
having a molecular weight greater than 100,000. 

The color reduction observed in practice at activated sludge 
plants is due essentially to absorption on microorganisms in the 
activated sludge. 

The main part of the chlorinated organic compounds from the 
alkaline extraction stage of bleaching are chlorolignins and low- 
molecular chlorinated phenols, e.g., trichlorophenol, chloroguaiacol , 
chlorovanillin, carboxy-o-quinone, and muconolactone. Some of these 
have been demonstrated to have toxic, mutagenic, and/or carcinogenic 
effects . 
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Judging from the reduction in coloring, the 50% AOX removal from 
waste water in activated-sludge procedures is mainly due to their 
incorporation into the activated sludge. 

Physical/chemical waste water purification methods such as 
precipitation, adsorption, and ultrafiltration are also proposed for 
removing COD and AOX substances that cannot be reduced biologically. 
This does not eliminate the problem, however, but only transfers it to 
a different level. 

In the ideal case, the macromolecular chromophoric chlorolignins 
would be broken down by microorganisms. This requires the following 
three basic enzymatic decomposition steps: 

- Depolymerization 

- Ring cleavage 

- Dechlorination 

As previously mentioned, bacteria are not sufficiently capable of 
depolymerization, so that additional ring cleavage and 

dechlorination are not possible. According to information in the /3 
literature, the dechlorination can be carried out in an aerobic 
environment in the tricarboxylic acid cycle only after successful ring 
cleavage . 

The complexity of this enzymatic reaction basically rules out the 
use of isolated enzymes and requires the presence of living organisms. 
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The most complete enzyme system for breaking down polymeric 
lignins found in white rot fungi. Because of its properties, 
Phanerochaete chrysosporium is of the greatest interest for biotech 
usage . 

The characteristics of Phanerochaete chrysosporium are as 
follows : 

Growth: -Optimum temperature: 38 - 40°C (reduced danger of outside 
infection; rapid growth) 

- Intensive asexual spore formation (simple inoculation of 
the reactor) 

Lignin decomposition: 

- Lignin decomposition in secondary metabolism (with N or C 
deficiency) . 

- Lignin as only C source not usable 

- Best decomposition at pH 4,5-5.0 

- High "ligninase" activity 

- Little phenol-oxidizing enzyme (no condensation reactions 
of the lignin 

- Ligninase system works nonspecif ically on various lignins 
(including chlorolignins) 

- Oxidative decomposition (strong ventilation or 0 2 supply 
necessary) 

- Sensitive to intensive motion in liquid medium. 
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Based on these properties, Chang, Joyce, and Kirk developed a 
method of breaking down organic chloro compounds in waste water that 
is described in greater detail in US-A-4, 554, 075 . The technology used 
for this process is a "Rotating Biological Contactor" (RBC) . In this 
"fixed film" reactor, the biomass is fixed on rotating plexiglass 
disks, approximately 40% of which are immersed in the waste water, 
which is provided with nutrient solution. Slow rotation of the disks 
provides close contact between the fungus and the medium and gas 
phase, with the required slow motion. The reactor contains, for 
example, 2.5 liters medium and is divided into 4 chambers, which are 
connected to one another. Each chamber contains 2 disks. The reactor 
is closed off with a cover. The nitrogen concentration is chosen so 
that it is used up after a four-day growth phase and the mycelia enter 
the secondary, ligninolytic phase. Sugar or wood-pulp board attached 
to the disks can serve as the C source. After four days, the nutrient 
medium is replaced with a low-N medium and lignin is added. Adding 
veratryl alcohol and Tween 80 has proven advantageous. 0 2 ventilation 
(6 liters/h)is used from the time the lignin is added. The color is 
measured after 24 hours at 465 nm. 

In this known process, the easy removal of the used mycelia from 
the disks has proven advantageous. The disadvantage, on the other 
hand, is that the mycelia are present in a thick layer and the mycelia 
are in constant contact with only 40% of the substance that is to be 
decomposed. A significant limitation of this known method is the poor 



surface/volume ratio. Moreover, strong movement is impossible, due to 
the shearing forces. 

A similar process for decomposing persistent organic compounds in 
the environment, particularly halogenated hydrocarbons, using 
Phanerochaete chrysosporium is described in EP-A1-0 192 237. Special 
information on cultivation of the fungus and its application is found 
only by laboratory experiments. 

It has now been found that the decomposing ability of white rot 
fungi can be significantly improved if cultivation of the fungus 
occurs in a porous carrier material and if the latter is then brought 
into contact with the substance that is to be decomposed. /5 

The subject matter of the present invention is therefore a method 
of the type mentioned at the outset that is characterized in that 
white rot fungi, preferably Phanerochaete chrysosporium, is previously 
cultivated in a porous carrier material, preferably foamed plastic 
cubes, and subsequently the carrier material containing the cultivated 
fungus is brought into contact with the substances to be decomposed. 

Thus, the method of this invention includes the following steps: 
1.) Cultivation of the fungus in a porous carrier material: The porous 
carrier material, preferably foamed plastic cubes, is impregnated 
with a nutrient solution containing an inoculum of the fungus 
(spores or hyphal fragments) . The composition of the nutrient is 
selected such that after a brief growth phase the fungus 
essentially ends this phase and enters the secondary, lignin- 
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decomposing phase. Up to this point in time (approximately 4 
days) the fungal mycelia grow intensively through the porous 
carrier material. The fungus preferably grows under sterile 
conditions. The porous carrier material with fungal mycelia 
growing in it can then be placed in the respective reactor in 
which the harmful substances are to be broken down. 
2.) Decomposition of the lignin compounds and organic chlorine 
compounds: The reactor may be any system that provides for 
impregnation of the foamed plastic cubes with the substance that 
is to be decomposed, while at the same time allowing a sufficient 
oxygen supply. This may be, for example, reactor systems in which 
the foamed plastic cubes are circulated and repeatedly immersed 
for short periods of time in the solution with the substance that 
is to be broken down or percolating systems in which the foamed 
plastic cubes remain stationary and the substance to be 
decomposed flows through them. In principle, submersed systems 
can also be used, in which the foamed plastic cubes are 
constantly submersed. 

In the method of this invention, the mycelia spin through the /6 
pores of the foamed plastic cubes, become fixed on them, and with the 
proper cultivation can form pellets in the pores. In this way, the 
fungus is not present in the form of a thick, congested mycelial 
layer, but as free hyphae or pellets, which provide a much greater 
"fungal surface," which comes into contact with the substance that is 
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to be decomposed. This provides a much improved ratio between the 
fungus surface and the volume of the substance that is to be 
decomposed, which is present in the solutions. Moreover, the mycelia 
in the pores are well protected against shearing forces, so that 
strong movement of the foamed plastic cube, e.g., in shaken cultures, 
has no adverse effect on the decomposing ability of the fungus. In 
addition, the solution that is to be broken down is divided into small 
portions in the pores, whereby a free volume remains for air (or pure 
oxygen) . This portioning of the solution provides a good final 
diffusion of the atmospheric oxygen (or pure oxygen) . Since the 
decomposition of lignin is an oxidative process, a sufficient supply 
of oxygen to the hyphae is a limiting factor for the decomposing 
ability. This requirement is ideally met in the foamed plastic system. 

With the foamed plastic system, the method of this invention 
provides constant wetting of the mycelia. Thus, ventilation and 
decomposition can occur at the same time. 

In the past literature, the ligninolytic enzyme system of white 
rot fungi is formed only in the secondary growth phase, in which no 
more appreciable mycelium growth occurs. Since the method of this 
invention is carried out primarily in the secondary growth phase, no 
growth in the pores is possible. Thus, the foamed plastic system of 
this invention is ideal for use for the purpose indicated above. 

In shaking experiments conducted in the laboratory with the 
fungus Phanerochaete chrysosporium using waste water from the bleach 

9 



of a sulfite pulp plant, the method of this invention increased the /7 
decomposing ability (expressed as lightening of the color) from 
approximately 40-50% in 24 hours in the disk reactor of US-A-4, 554, 075 
to approximately 80% in 24 hours in the foamed plastic system. 
Moreover, in the foamed plastic system a greater constancy was 
achieved in this value. Experiments without an additional oxygen 
supply yielded only slightly lower values, which demonstrated the good 
oxygen transition in the foamed plastic system. 

The method of this invention may be used in all activities of 
white rot fungi, in particular clarification and dechlorination of 
lignin-containing waste water, dechlorination of other organic 
compounds, the production of enzymes for lignin decomposition, etc. 

The foamed plastic cubes preferably used in the method of this 
invention may be made of any foamed plastics that are chemically 
inert, physically resistant, and as abrasion resistant as possible 
under the conditions in which they are used. 

Claims /8 

1. A method for decomposing waste water containing lignin and/or 
chlorinated organic compounds, in particular bleach waste water from 
wood pulp works, using white rot fungi, characterized in that white 
rot fungi, preferably Phanerochaete chrysosporium, is previously 
cultivated in a porous carrier material, preferably foamed plastic 
cubes, and subsequently the carrier material containing the cultivated 
fungi is brought into contact with the substances to be decomposed. 
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2. A method as recited in Claim 1, characterized in that, for 
cultivating the fungus, the porous carrier material is impregnated 
with a nutrient solution containing an inoculum of the fungus. 

3. A method as recited in Claim 1 and 2, characterized in that 
the fungus-loaded porous carrier material is brought into contact with 
the substances that are to be decomposed in a reactor, while 
simultaneously providing a supply of oxygen . 

4. A method as recited in one of the Claims 1 to 3, characterized 
in that the fungus-loaded foamed plastic cubes are repeatedly immersed 
in a solution containing the substances to be decomposed in a 
circulating reactor. 

5. A method as recited in one of the Claims 1 through 3, 
characterized in that a solution containing the substances to be 
decomposed flows through the fungus-loaded foamed plastic cubes in a 
percolating system. 
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